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猿 濠冬 ラ 三～ ぐ.匙奪
縞桑 麟麦轟塗ン㊧鵜造研究庭嚢iしては,契 函のSmi1諒 ・,Shaw,L函 壽匙毒滝よ1彦:長年に薪禿 り行
なお れ て きた が,未 だ全 構造 の 解 明 に まで は至 ってい ない 。 こ こ数 年 間に お い て,「よ うや く高分 子 の
フィプロインの単麹 三日本の購,佐 々木費や米国の{蓼妻agueら によ蕪 塵藝れ酬 ま騨 を担 じく
して当 研究 室 で も片方.菊 地 ・兵頭 ・志 村 らに よ って分 子量 約350,000の 高分 子 フ ィプ ロイ ンの単
離 に 成 功 した 。{}ε8慧 套ミ 蓼i'灘
.・ 畢 番5言 怠 堂
本 研究 では.ま ず フ ィプ ロイ ンの構 造研 究 か ら着 手 し,フ ィプ ロイ ン分 子は 分 子量 約350,000の
高分 子成 分(以 下 畳argesubunitと 称 す)と 分 子量 約25,000の 低分 子成 分(以 下smallsubmit
と称す)とがs一晶 盛 紐 ふ ブ艶5,譲 攣。てい。。と晶 顯 聲 濤:～蝉
フ ィプ ロイ ンが,こ の様 なサ ブユ ニ ッ ト構 造 を有 す る点 に 注 目 し,フ ィプ ロイ ンの生 合成 ,ひ い て
は・・ブ・イン遺餅 緬 機磁 翻 奇灘 継 鹸 霞る目的で・,燕 黍胸 纂灘 嚢醸 支配
する.遺伝子の染色体上における位置を明らかにすることを本研究の:主購とした。
第二章 交雑聾 灘 騰 艦 亨 二炉 」噛難
これ まで の フ ィプ ロイ ン構造 研 究 にお け る最 大 の難 点 は,で きるだ け フ ィプ ロイ ン分 子 を分 解 せ ず
講 鍵 聖灘 論 鑛惑 燃 鴨1イ ブロインの麟 鰹 糧 冷
を雌 する。とにより,繊 。。パ 鯉 蚕導
ク質と凝固フィプロインに極めてお
繋 鴛工難 豪t難 一 響 饗　　
イブ ロイ ンのSDS電 気 泳 動パ タ ー
ンをFig・1に 示 した・こ
.こに得らGミ ・.達)員 雲 査 勢 篤
れ た フ ィプ ロイ ンを還 元 す る こ とに
潔乏講 轟 騰?ワご糠 誌 鱒.『 　 　
孫 ンi毫飴al轟sub誌1せ 墓縫 するこ 望
蜘.薔
とを確 認 した 。
次 に この フ ィプ ロイ ン1arge
submitとsmaUsubunitの モル
比 を測 定 した。 第1の 測 定法 は大 量










カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 後,SephadexG-200ゲ ル 瀕 過 に 供 す る こ と に よ り1argesubunitとsmalI
subunitに 分 離 した 。 得 ら れ た 各 画分 の タ ンパ ク質 を 完 全 加 水 分 解 後,ア ミノ 酸 の モ ル 数 の 合 計 か ら
タ ン パ ク 質量 を定:量 した 。Fig.2に ゲ ル 源 過 の 溶 出 パ タ ー ンを 示 した 。 第2の 測 定 法 は,第1の 測
定 法 で 得 たSephadexG-200の 各 画 分 の タ ン パ ク質 量 をLowry法 で 定 量 した 。 第3の 測 定 法
は,フ ィプ ロイ ン を 還 元 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 後,SDS電 気 泳 動 に よ り1argesubunitとsmall
subunitに 分 離 し,CoomassieBrillian重BlueR-250の 染 色 後,ゲ ル ス キ ヤ ン に よ り,各 サ ブ ユ ニ
ッ トの タ ンパ ク質 量 を 定:量 した 。 以 上3種 類 の 方 法 で フ ィ プ ロイ ン1argesubunitとsmallsubmlit
の モ ル 比 を 求 め た と こ ろ,い ず れ の 方 法 で も 且argesubunitとsmallsubunitの モ ル 比 は1:1に 近
い 値 が 得 られ た(Table1)。
以 上 よ り フ ィプ ロ イ ン分 子 は 大
小2個 の サブ ユ ニ ッ トよ り成 り立



















































第 三 章 原 蚕 種 に お け る フ ィプ ロイ ンlargesubunitの 変 異 種
の存 在
交i雑種 ブイ ブ ロイ ンlargesubunitのSDS電 気泳 動 パ タ ー ンをFig.3に 示 した 。 この様 に交雑
種 に お いて は,フ ィプ ロイ ン1argesubunitは わず か に分 子 量 の異 な る2成 分 か ら成 り立 ってい る
こ とがわ か った 。2成 分 の モル 比 は,ほ ぼ1:1で あ った。 次 に この2成 分 を分 離 す るた め に各 種 の
イオ ン交換 ク ロマ トグ ラフ ィー,
ゲル炉 過等 を試 み たが,い ずれ
り方 法 で も,こ の 近接 した2成TQP"一 →^占 写　 擢'
分 の タ ンパ ク質 を相 互 の 混入 な
く完 全 に分 離 す る こ とは 不可 能






原 蚕 種 の フ ィブ ロ イ ン分 析 を 行 ・ub・ i七・轟yb・id・ilkw・ ・m・
な った 。
原 蚕 種 に お け る フ ィ プ ロイ ン
laピgesu加nitのSDS'電 気 泳
動 パ タ ー ンをF童g。4に 示 した 。
こ の よ うに 原 蚕 種 フ ィプ ロイ ン
1argesubunitは 交 雑 種 の
瞭 一 ・と顯 融 確磯 鯛 総 ぶ轡「鱗 嚢
も単輔バンドを示 した。更に原
蚕種の中でも系統により,こ の
フ,プ ロイ ン1argesubunitの マ234
分子量が異なることが明らかに・
な・た.樋 の維 の願 種・ 諸 膿 黙;ll器':、!1瀦Sllllll!'1、 器:lb鷺
・ブ・イ・を調べた結果,ブ,ll;跳1こ 。1;13監:r,ll乙∴!、:lltlll、ll二1=ll,:鐙瞭
プ ロ イ ン1argesubunitに は
SDS電 気 泳 動 で 移 動 度 の 早 い
方 か らF(fastm・Mnggmup),
一119一
M(lnoderatemovinggroup)お よびS(slowmovin募group)の3グ ル ー プが存 在 す る こ とが 見い
出 され た。
次 に この 原 蚕種 フィプ ロイ ンのFゴMお よびSの 表現 型が,相 同 染 色体 上 の ユ対 の対 立遺 伝 子 に よ
って 支 配 され て いるか 否 か 確 かめ る ため に交 配 を 行 な った 。Flg。5にF、Mお よびSの 間 でのF1交
配 の結 果 を示 した。 交 配 に よ り2
本 の バ ン ドが生 じ,そ れ ぞれ のバ
ン ドの移動 度 は交 配 に 用 いた両 親..蝋 ざ鋼..・.
の フ ィ プ ロイ ン 正argesubun鈍 の
バ ン ドの移 動 度 と一 致 した。 更 に
↑23456
F2交 配,戻 し交 配 を行 ない,フ ィ
プ ロイ ンの 表現 型,F、Mお よび 「
Fi.,;,,Gel^lectropnoreticprofilesoffibroi.nlamesubunits
Sは 相 同 染 色 体 上 の 相 互 優 性 な 対f,。 級hyb。idi。 。d。 、、kw。。。,D」 一、3、X」.t38,2)、:1mi。t。 。e
ofJ-131andJ-133,3)J-131XJ-139,4)1:1mixtureofJ-131
立 遺 伝 子 に よ り交 配 さ れ て い る こ 。。dJ-13g 、5)J一 、38XJ.!3g,6)1:1。i.t。 。eQfJ.138。 。dJ。13g.
と を 明 ら か に し た 。
第 四 章 フ ィ プ ロ イ ンlar菖esub難lt遺 伝 子 の 染 色 体 上 に お
け る 位 置
」一B1系 統 の フ ィプ ロイ ンlargesubunitの 表 現 型Fは,Tab丑e2に 示 す 様 に 、家 蚕 の28対
の染 色体 の 各 々 のマ ー一カー遺 伝 子 を有 す る 突然変 異 種 の フ ィプ ロイ ンlargesubUnitの 表 現 型 とは
異 な る こ とがわ か った 。 従 って 」一131系 統 を用 いて 従来 よ り家 蚕 の種 々の遺 伝子 の同定 の際 に用 い
られ てい る の と同 じ交 配様 式 を使 い 交 配実 験 を 行 な った。 その結 果,第23連 関群 のNd遺 伝子 を 有
す るNd蚕 と の戻 し交 配 に おい て,Nd系 は すぺ てFMの 表 現 型 を示 し,十 系は すべ てFの 表 現 型を 示
した 。 これ に よ りフ ィプ ロイ ンlargesubun且t遺 伝 子 は第23染 色体 上 のNd遺 伝子 と連関 して い る
こ とが わ か った(Fig。6)。
次 に直 接 に フ ィブ μイ ン遺 伝子 の 染 色体上 に おけ る位 置 を確 認す るた め にSouthemhybridiza-
tion法 を 用 いた 。即 ち上 の交 配 に よ り得 た蚕 か ら高分 子DNAを 抽 出 し,こ れ を制 限酵 素EcoRI
とXho!で 同時 消化 した。 得 られ たDNA断 片 を1251で ラベ ル した フィプ ロイ ン1argesubunitの
InRNAと ハ イ ブ リダイ ズす る こ とに よ り,フ ィプ ロイ ンlargesubunit遺 伝 子 を 同定 した 。そ の
結果,Nd系 の フ ィプ ロイ ンIaτgesubunit遺 伝 子はFSの 表 現 型 を示 した 。 また十 系 の フ ィプ ロ
イ ンlargesubunit遺 伝子 はFの 表 現 型 を示 した 。 これ によ りフ ィプ ロイ ンlargesubunit遺 伝
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るか,ま た は フ ィ プ ロ イ ンlargesubunit
可 能 性 が 考 え られ た 。
更 に ブ イブ ロイ ン1argesub-
unit遺 伝 子 とNd遺 伝 子 との間 の
遺 伝 的 距離 を 測定 した 。交 配 は従
来 よ り遺 伝 的 距離 を測 定す る際用
い る交 配様 式 に従 った。 そ の結 果,
約1,000検 体 に つ い て絹 糸腺 の
短 いNd系 と絹糸線 が 長 い十 系 に
つ いて フ ィフ ロイ ンlarge
subunitの 表 現 型 を調 べ た ところ,
交叉 型 を示 す 検体 は 全 く検 出 され
なか った 。 これ よ りNd遺 伝子 は
フ ィプ ロイ ンiargesubunitの
構 造遺 伝 子 の極 め て近 くに存 在 す
の構造遺伝子の変異した遺伝子そのものかのいずれかの
第 五 章Nd蚕 に おけ るフィプ ロイ ン遺 伝 子発 現量
の フ ィフ ロイ ンlargesubunit里.イ
ブ ロイ ン1argesubunitmRNA:量,フ ィ
プ ロ ィ ンlargesubunit遺 伝 子 量 に つ い
て 研 究 を 進 め た 。
まずNd蚕 に お い て,真 に フ ィプ ロイ ン
largesubunltが 合 成 され て い る か 否 か
調 べ た 。Table3に 示 す 様 に,Nd蚕 か ら
得 た フ ィ プ ロイ ンlargesubunltの 主 要
構 成 ア ミノ 酸 で あ る グ リシ ン,ア ラ ニ ン,
セ リ ン,チ ロシ ン等 を 正 常 蚕(J-131系







































































の そ れ と比 較 す る こ と に よ り,Nd蚕
に お い て も量 は 少 な い が 正 常 な フ ィプ
ロ ィ ン1argeSubuni宜 が 合 成 さ れ て
篤、・る こ と を.確 認 した 。
次 に 正 常 蚕(」 一13:良 系 統 を 用 い た)
とNd蚕 と の 交 配 に よ り 、,Nd遺 伝 子
に.関 して ヘ テ ロ体 を 作 り,相 同 染 色 体
の 各 々 の フ ィ プ ロ イ ン遺 伝 子 か ら 発 現
され る フ ィ プ ロイ ン 胞r暮eSub{』n聲 惨
フ ィフ ロ イ ン ねrgeSubunltmR,Nノ 乱
お よ ぴ 各 々 の ブ イ ブ ロイ ンlargeSub一
し掘t遺 伝 子 量 を 測 定 した 。 摂8.8
に 示 す 様 に,」 通31系 統 由 来 のFフ
ィ プ ロ イ ン 旦a耀esubur虚 量 とNd系
統 由 来 のSフ ィプ ロイ ンlargesubu煽t
量 の 割 合.は1:0.25で あ っ た 。 ま た
更 に 、 ブ イブ ロ イ ン 瞬gesubun賦
mR,NAに つ 気、・て も 当研 究.室 の 上 田 ら
の 結 果 を 参 考 に す る と,Fフ ィプ ロ ィ
ン 亘argesubun臆mRNAとSフ ィブ
・ イ ンlargesubunitmRNぎ の 割
合 は1:(凱25で あ り,こ の 割 合 は フ ィ
プ ロィ ン 蓋argesubunltの 比 較 で 得
た 値 と一 致 した 。 従 っ てNd蚕 に お い
て は フ ィプ ロ イ ン遺 伝 子 発 現 の 翻 訳 段
階 に は 異 常 が な い も の と 考 え た 。 次 に
Southernhybridiβatめn法 を 用 い て
ブ イ ブ ロイ ンlargesubunit遺 伝 子
量 の 比 較 を 行 な っ た 。Fig.9に 示 す
様 にFフ ィプ ロ.イ ンlargesubunit
遺 伝 子 量,Sブ イ ブ ロイ ンlarge






































った 。 しか も この 値 は蚕 の5令 初 期か ら後 期 にか け て一 定 で あ った ・以 上 よ りNd蚕 にお け る変異 の ・
1つ は フ ィプ ロイ ン遺 伝 子発 現 の 転写 段 階 に あ る もξ)と考 えた 。
第 六 章 ブ イ ブ ロ イ ンsma目subunltの 変 異 種 の 存 在 お よ び ブ イ ブ
ロ イ ンsmallsubunlt遺 伝 子 とlargesubunit遺 伝 子 と の




ミ ドゲル 電 気 泳動 の移 動 度 がわ ず か
に他 と異 な る系 統 を1種 類 発 見 した 。
それ は"玉 無 飛 白"と い う系統 で あ
り,以 後tqの 遺 伝 子記 号 で表 わ す 。
Fig.10は 原 蚕種 の1種 で あ るJ-
131系 統 、tq変 異 種 お よび フ ィブ
ロイ ンlargesubunit遺 伝 子が 連
関 して い るNd遺 伝子 と連 関関 係 に
あ るtub遺 伝 子 を 有す るtub変 異
種 のDavis系 電 気 泳動 パ タ ー ンで
あ る。 このDavis系 電 気 泳動 で は,
フ ィプ ロイ ンsmallsubunitの 主








る こ とが で きた が,tq系 統 に お い て は,そ の3本 のバ ン ドの 移動 度 が他 のtub.J-131系 統 よ り大
で あ る こ とが わか った。 またLaemmli系 のSDS電 気 泳動 で は,上 記 の3系 統 の フ ィプ ロイ ン
smaHsubunitは いず れ も単 ・.一バ ン ドを 示 してい た が,そ のバ ン ドの 移動 度 はJ-131系 統,tub系 統
が 早 い の に対 し,tq系 統 は遅 い こ とも確 認 した 。以 後 これ らの 系統 の フィプロイ ンsmallsubunit
の表 現 型 をtq系 統はA,tubお よびJ-131系 統 はBと 称 す る こ とに した 。
F三g.11にtub系 統 とtq系 統 との交 配 で得 られ たF1の フ ィプ ロイ ンsmallsubunitの 電 気 泳
動 パ タ ー ンを示 した 。交 配 に よって 得 られ たF1に は交 配 に用 い た 両親 の系 統 の タ ンパ ク質 の バ ン ド
が 含 まれ て い る こ とを確 認 した 。更 に他 の系 統 との 問 で交 配 を行 ない,得 られ た 蚕 の フ ィプ ロイ ン
smallsubunitの 表 現 型 を分 析 した結 果,フ ィブ ロイ ンsmallsubunitの 表 現型Aお よびBを 交










subunits・ 工〉 塾,2)虫,3)製 ～X並 且
次 に フ ィプ ロィ ンsmallsubunit遺 伝
子 とlargesubunit遺 伝 子 との連関 分 析
を行 な った 。交 配 様式 お よび結 果 をTable
4に 爪 した 。 フ ィプ ロイ ンs;nallsub-
Unitの 変 異 種 のtq系 統 と,フ ィプ ロイ ン
ia「gesubunit遺 伝 子 と連 関 関 係に あ る
tub遺 伝 子 を有 す るtub系 統 との 間 で戻 し
交 配を 行 な った 。 得 られ た 子孫 の フ ィプ ロ
イ ンsmailsubun正tの 表 現 型 はtub系
で はB以 外 にABが 生 じ,tub形 質 を持…た
ない 十 系 に おい て は,AB以 外にBが 生 じ
た 。従 って フ ィプ ロイ ンsmallsubun註
遺伝 子 と フ ィ プロイ ン1argesubunit遺
伝 子 とは連 関 関 係 にな く,そ れ ぞれ の遺 伝
子1ま互 い に独立 した染 色体 上 に 位 置す る も







七ub(23) (むubBx十A)xtubB tubIO十2七ub6一 ←2工ndependent
第 七 章 総.合 考 察
フ ィプ ロイ ンの 構造 に 関 しては,第 二 章 で述 ぺた 様 に,基 本 的 に は分 子 量 約35の00のlarge
subunitと 分 子量 約25,000のsmallsubunitが1:1の モル比 でSヤS結 合を とった 構造 を して
い る こ とがわ か った。 しか しフ ィプ ロイ ンIargesubunitに 関 して は,第 三章 で述 べた様 に,蚕 の
系 統 に よ りわず か ずつ 分 子量 が 異 な る こ とが わ か った 。一 方 フ ィプ ロイ ンsmallsubUnitに 関 して
は,第 六 章 の結 果 よ り ∴蚕の 系統 間 に おい て あ ま り変異 が な く,比 較 的保 存 され てい る成 分 であ る こ
とが わ か った。
次 に フ ィプ ロイ ンの両 サ ブユ ニ ッ トを支 配 してい る遺 伝 子 の染 色体 上 に おけ る位置 に関 しては,第
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四章 で述 べ た様 に,フ ィプ ロイ ンlargesubunit遺 伝 子 は第23染 色体 上 のNd遺 伝 子 と連関 関係
に あ る ことが わか った 。一方 フ ィブ ・イ ンsmaUsubunlt遺 伝 子につ いて は第 六 章 で述 べ た様 に,
フ ィプ ロイ ンlarges血bunit遺 伝子 とは 連関 関係 に な い こ とが わ か っ た。 従 って 独立 した 染色体 上
の フ ィプ ロイ ン両 サ ブユ ニ ッ トを 支配 す る 遺伝 子か ら2種 類 の フ ィプ ロイ ンmR,NAが 転写 され,そ
の 後翻 訳 され フ ィプ ロイ ンの2種 類 のサ ブユ ニ ッ トが 作 られ,最 後 にS-S結 合 に よ り両 サ ブ ユ ニ ッ
トは結 合す る とい う フ ィブ μイ ン遺伝 子発 現機 欝 を考 え るこ とが で きる 。
またNdi蚕 に おけ る フ ィプ ロイ ン遺 伝 子 発 境機 構に 関 しては,第 五 章 で述 べ た様 に,Nd蚕 の フ ィ
ブPイ ン1argesub廷mt量 、フ ィプ ロイ ンlaτgesubUni定mR,NA量:お よび フ ィヅ ロイ ンlarge
subunit遺 伝 子量 を 側 定す るこ とに よ り 、Nd蚕 の変 異 の1つ は フ ィプ ロイ ン遺伝 子発 現の転 写段 階
に あ る もの と推 定 したG
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審 査 結 果 の 要 旨
綿ブイブロインの構造は,代 表的な繊維タンパク質として古 くから研究 されてきたが,な お多
くの 未 解 決 の 問題 が残 さ れ て いた。 本 研 究 は,ブ イ ブ ロイ ン生 合成 研 究 め 一環 と して,ブ イ ブ ロ
ィ ンの 構 造 研 究 か ら始 め られ,そ の成 果 を 基礎 に して,ブ イ ブ ロイ ン遺 伝 子 の 連 関 分析 へ と研 究1
を 進 展 させ た もの で あ る。
ま ず著 者 は,純 粋 な ブ イ ブ ロ イ ンを 調 製 す る方 法 を 検 討 し,カ イ コ後 部 絹 糸 腺 を60%エ タ ノー
ル で 処 理 す る こ と に よ り,極 め て お だ や か な 条件 下 で ブイ ブ ロイ ンを得 る方 法 を新 しく開 発 した。
つ い で,こ の ブ イ ブ ロイ ンを還 元 す る と大 小2個 のSl血mitに 分 離 す る こ と,両 者 の モ ル比 は1:
1で あ る こ とを 明 らか に し,フ イ ブ ロ イ ンのsubunit構 造 を 確 立 した。
交 雑 種 カ イ コのIargesubunitが ゲ ル 電 気 泳 動 的 に僅 か に異 る2本 の バ ン ドを 示 す こ とか ら,
ブ イ ブ ロイ ンの遺 伝 的変 異 種 の存 在 を 推 定 し,多 数 の 原 蚕 種 ブ イ ブ ロイ ンにつ い て検 討 した。 原
蚕 種 のlargesubunitは い ず れ も単 一 バ ン ドを 示 し,交 雑 種 ブ イ ブ ロ イ ンの1argesubunit
の 示 す2本 の バ ン ドは,ブ イ ブ ロ イ ンの 対 立 遺伝 子 が 相 互 優 性 に発 現 さ れて い る結 果 で あ る こ と
を明 らか に した。
この 研 究 の 過 程 で,原 蚕 種 ブイ ブ ロ イ ンのlargesubunitに は電 気 泳 動 的 に移 動 度 の異 る種
の 型 が 存 在 す る こ とを 発 見 し,こ れ らをF,M,S型 と命 名 した。 この 特 性 を基 礎 に して ブ イ ブ
ロ イ ン遺 伝 子 の連 関分 析 を 行 い,ブ イ ブ ロ イ ン遺 伝 子 は,カ イ コの第23染 色 体 に連 関す る こ とを
は じめ て 明 らか に した 。第23染 色体 に連 関 す る マ ー カ ー遺 伝 子 と してNd遺 伝 子 が知 られ て い る
の で,つ いでNd遺 伝 子 と ブイ ブ ロ ン遺 伝 子 との 間 の 距 離 を 測 定 した 。 約1,000検 体 に つ い て調
べ た が交 叉 型 を示 す もの は 全 く見 出 され ず ,Nd遺 伝 子 は ブイ ブ ロイ ン遺 伝 子 の極 め て近 傍 に存
在 す るか,あ る い はNd変 異 は ブ イ ブ ロイ ン遺 伝 子 その もの の 変 異 で あ る こと を推 定 した。
つ いで,ブ イ ブ ロイ ンsmallsubunitの 変異 種 を 検 索 し,約100種 の カ イ コの 中か ら,ゲ ル
電 気 泳 動 の 移 動 度 が僅 か に異 る1種tqを 見 出 した 。 この 品 種 を 用 いlargesubunitとsmall
subunitの 遺 伝 子 の連 関 分 析 を 行 い,両 遺伝 子 は互 い に独 立 した 染 色 体 上 に位 置 す る こ とを 明 ら
か に した。 こ の事 実 は ブ イ ブ ロイ ン生 合 成 機 構 の 解 明 に重 要 な 示 唆 を 与 え る もの で あ る。
以 上 の よ うに,本 研 究 は タ ンパ ク質生 合 成 研 究 の 基 礎 お よ び応 用 面 に寄 与 す る と こ ろが 大 き く
著 者 に農 学 博 士 の学 位 を与 え るに充 分 な価 値 あ る もの と判 定 す る。
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